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・ 輸送体過剰発現 HEK293 細胞を用いた取込み試験 
・ ヒトMRP4 発現膜ベシクルを用いた取込み試験 
・ EPA-E投与炎症モデルマウスの作製 
・ 各組織の採取 
・ 組織からの PGE2、PGE3抽出 
・ LC-MS/MS による定量 
・ 各組織からの RNA抽出および qRT-PCR 
・ 細胞増殖試験（SRB Assay） 






・ OATP2A1、OATP1B1、OATP 2B1、OAT1、OCT1、OCT2 の PGE3認識
性 
・ MRP4 による PGE3輸送 
・ OATP2A1を介した PGE3および PGE2の濃度依存性 
・ OATP2A1を介した PGE3および PGE2輸送の相互作用 
・ LPS/EPA-E投与 Slco2a1欠損マウスの各組織 PGE3および PGE2の定量 
・ LPS/EPA-E投与 Slco2a1欠損マウスの各組織の Cox-2 mRNA発現 
・ 細胞増殖における PGE3の効果 










・ 免疫組織化学染色による脾臓 Oatp2a1および F4/80 陽性細胞の局在 
・ Hematoxylin-eosin（HE）染色 
・ Picrosirius red 染色 
・ 炎症モデルマウスの作製 
・ 組織からの PGE2抽出 
・ LC-MS/MS による定量 
・ Western blotting 




・ マウス脾臓における Oatp2a1の局在 
・ マウス脾臓における F4/80 陽性細胞の局在 
・ 高週齢 Slco2a1 欠損マウスの脾臓の相対重量 
・ 高週齢 Slco2a1 欠損マウスの脾臓組織構造 
・ 高週齢 Slco2a1 欠損マウスの脾臓のコラーゲンの蓄積 
・ 高週齢 Slco2a1 欠損マウスの各組織 PGE2の定量 
・ 高週齢 Slco2a1欠損マウスの脾臓 Cox-2および 15-Pgdhタンパク質発現 
・ LPS 誘発性急性炎症モデルマウスの脾臓 Oatp2a1 および PGE2関連酵素
の発現変動 












・ 腹腔Mφ からの PGE2産生試験 
・腹腔Mφ および RAW264 細胞からの PGE2分泌試験 
・ Mφ 培養上清および細胞懸濁液からの PGE2抽出 




・ LPS刺激RAW264細胞の d4-PGE2代謝物または PGE2代謝物の産生に対
する TGBz の阻害効果 
・ Slco2a1欠損による腹腔Mφ の PGE2産生への影響 
・ Slco2a1欠損による腹腔Mφ の PGE2代謝・分泌への影響 
・ RAW264 細胞の PGE2代謝・分泌に対する TGBz の阻害効果 

















13-PGR: 15-ketoprostaglandin Δ13, 14-reductase 
15-PGDH: 15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase 
AA: Arachidonic acid 
ABC: ATP-biding cassette 
AMP: Adenosine monophosphate  
ATP: Adenosine triphosphate 
BHT: Dibutylhydroxytoluene 
BSA: Bovine serum albumin 
cDNA: Complimentary DNA 
COX: Cyclooxygenase 
DAB: 3, 3’-Diaminobenzidine 
D-MEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
DNA: Deoxyribonucleic acid 
EP: Prostaglandin E receptor 
EPA: Eicosapentaenoic acid 
ESI: Electrospray ionization 
FBS: Fetal bovine serum 
GAPDH: Glyceraldehyde 3-phophate dehydrogenase 
HEPES: N-2-hydroxy-ethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid 
Hprt: Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 
HRP: Horseradish peroxidase 
hPrC: Human prostaglandin carrier 
IgG: Immunoglobulin G 
Km: Michaelis constant 




mRNA: Messenger RNA 
MRP: Multidrug resistance associated protein 
MS: Mass spectrometry 
OAT: Organic anion transporter 
OATP: Organic anion transporting polypeptide 
OCT: Organic cation transporter 
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OAT-PG: Prostaglandin-specific organic anion transporter 
PBS: Phosphate buffered saline 
PFA: Paraformaldehyde 
PG: Prostaglandin 
PGEMs: Prostaglandin E metabolites 
PGES: PGE synthase 
PLA2: Phospholipase A2 
qRT-PCR: Quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction 
RNA: Ribonucleic acid 
S.E.: Standard error 
TBS-T: Tris- bufferd saline and Tween 20 
VMAT: Vesicular monoamine transporter  
WT: Wild type 





































































































症作用を緩和する働きが知られている PGE3と OATP2A1との関係に着目した。炎症時 ω-6
系脂肪酸の AA由来 PGE2と同時に COX-2/PGES経路により ω-3系脂肪酸の EPAから PGE3
が産生される。しかし、PGE3の膜透過機構についての情報は乏しく、PGE3の膜透過が PGE2
の生理活性に及ぼす影響についてはこれまで考慮されていなかった。PGE2と構造が類似す


















Figure 1 Metabolism of ω-3 andω-6 essential fatty acids. 
 



















炎症時、EPA は AAと同様に COX、Lipoxygenase（LOX）などの酸化酵素によって代謝
され、PGE3、レゾルビンやプロテクチンなどの抗炎症性エイコサノイドに変換される（Figure 























ス Mφモデル RAW264 細胞(44)で示してきた。細胞質に PGE2の代謝酵素が存在しているこ
とから、OATP2A1 の機能を抑制すると、PGE2の分泌が抑制されることで細胞質に残った
PGE2が代謝酵素により不活性化されることが考えられる。OATP2A1は PG類を選択的に輸
送することから、PGE2と構造が類似している EPA由来 PGE3が OATP2A1に認識されるこ
とが考えられる（Figure 2）。 
そこで本章において、炎症時 PGE2および PGE3の組織分布における OATP2A1の役割を





OATP2A1 の輸送特性および OATP2A1を介した PGE3の作用の検討から、生体内において








Figure 2 Structures of PGE2 and PGE3. 




第二節 実験方法  
 
試薬 
[3H]PGE2（163.6 Ci/mmol）および[3H]estrone-3-sulfate（45.6 Ci/mmol）は Perkin Elmer
（Waltham、MA）から購入した。[3H]p-Aminohippuric acid （3.75 Ci/mmol）および
[14C]tetraethylammonium（55.4 mCi/mmol）は American Radiolabeled Chemicals（St. Louis、MO）
から購入した。PGE3、PGE2、d4-PGE2、15-keto PGE2、エイコサペンタエン酸（EPA）、およ
びアラキドン酸（AA）は Cayman Chemical（Ann Arbor、MI）から購入した。エイコサペン
タエン酸エチルエステル（EPA-E）は陽進堂（Toyama）から購入した。Lipopolysaccharide




ヒト OATP2A1、OATP1B1、OATP2B1、OAT1、OCT1、または OCT2 を発現させた HEK293
細胞（HEK/2A1、/1B1、/2B1、/OAT1、/OCT1、/OCT2 細胞）および空ベクターを形質導入
したMock細胞（HEK/Mock 細胞）は当研究室で樹立した細胞株を用いた(63-66)。培養液に
は 10%（v/v）牛胎児血清（FBS）（Sigma-Aldrich、St. Louis、MO）、100 U/mLベンジルペニ
シリン（Sigma-Aldrich、St. Louis、MO）、および 100 µg/mLストレプトマイシン（Wako Pure 
Chemical Industries、Osaka）を含有した Dulbecco’s modified Eagle’s medium（D-MEM、Wako 
Pure Chemical Industries、Osaka）を用いた。すべての細胞は 37°C、5% CO2存在下インキュ
ベーター内で培養した。 
 
Phosphate buffered saline （PBS） 
NaCl 137 mM 
KCl 2.7 mM 
KH2PO4 1.5 mM 
Na2PO4 8.0 mM 
adjusted to pH 7.4 with HCl 
 
0.1% Tripsin 
Trypsin（Wako Pure Chemical Industries） 1.0 g 
EDTA 0.2 g 
PBS 1000 mL 





Slco2a1-/- マウスは、Chang らの報告(33)を参考に、Slco2a1遺伝子の exon1領域を LoxP 配







（Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA）に 2×105 cells/well（4×105 cells/mLの細胞懸濁液
を 500 µL）播種し、48時間培養した。実験は 37°Cに設定した恒温槽上で行った。まず、
培地を吸引し、37°C に加温した 500 µLの TB で 1回洗浄し、TB を 500µL加え 5分間プレ
インキュベーションを行った。続いて TB を吸引除去し、0.6 nM [3H]PGE2、0.01、0.02、0.05、
0.1、0.2、0.5、1 µM非標識 PGE2または 0.1、0.2、0.5、1、2、5、10、80 µM PGE3を含む 200 
µLの TBを加え反応を開始した。反応薬液の初期濃度を測定するため、直ちに 20 µLを採
取した。一定時間経過後、氷冷した TB 1 mLで 2 回洗浄することにより反応を停止させた。 
[3H]PGE2取込み反応終了後、1 N NaOH を 250 µL加え細胞を 1時間可溶化し、1 N HCl 250 
µLで中和した。細胞溶解液の放射能を液体シンチレーションカウンターLSC-6100（Hitachi- 




（w/v 1%）および内標準物質である d4-PGE2を含む 70 %（v/v）アセトニトリル水溶液を
wellに 500 µL加え、タンパク質を変性させた後、マイクロピペットで、遠心チューブに回
収した。再び wellに 70 %（v/v）アセトニトリル水溶液を 500 µL加え同様の操作を繰り返
した。回収したサンプルを 15,000 rpm（CF15RX; Hitachi Koki Co.、Tokyo）、10 min、4 ˚C で
遠心した。遠心後、上清を新しい遠心チューブに移し、減圧乾燥装置 Savant™ SPD2010
（Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA）を用いて蒸発乾固させ、80 µL 0.1%（v/v）ギ酸
水溶液/アセトニトリル（1:1、v/v）で再溶解し、LC-MS/MS測定用試料とした。 
 
Transport buffer （TB） 
NaCl 125 mM 
KCl 4.8 mM 
CaCl2 1.2 mM 
KH2PO4 1.2 mM 
MgSO4 1.2 mM 






MRP4 を発現させた Sf9細胞より調製された hMRP4 発現べシクルは GenoMembrane Co.
（Kanagawa）より購入した。5 mg protein/mLの発現膜ベシクル懸濁液 4 µL（20 µg protein）
に reaction buffer 15.6 µLを加えて 37℃で 5分間プレインキュベーションし、PGE2または
PGE3を含む ATP（または AMP）含有 assay mix bufferを 20.4 µL加え、1 µM PGE2または PGE3
の取込み反応を開始した。一定時間後に氷冷した stop buffer 1 mLを加えて反応停止させ、
メンブレンフィルター（HAWP02500、pore size 0.45 µm、Merck Millipore、Darmstadt、Germany）





d4-PGE2を含むメタノールを 1 mL加え、激しく攪拌し、遠心（15,000 rpm、15 min、4°C）




Reaction buffer  
MOPS-Tris 50 mM 
KCl 70 mM 
MgCl2 7.5 mM 
 
Assay mix buffer 
MgATP or MgAMP 7.8 mM 
PGE2 or PGE3 2.0 µM 
Glutathione 3.9 mM 
 
Stop buffer  
MOPS-Tris 50 mM 
KCl 70 mM 
 
EPA-E投与炎症モデルマウスの作製 
PGE3の前駆体である 1000 mg/kg EPA-E を経口投与し(63)、2時間後、炎症を誘発させる
D-Glucose 5.6 mM 
adjusted to pH 7.4 with HCl 
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各組織片の重量を測定した。その後、15 mLチューブに各組織を入れ homogenize buffer




後に遠心（2,000 rpm、10 min、4°C）し、上清を捨てた。その後、ギ酸水溶液（終濃度 0.1%
（v/v））および 2 mLクロロホルムを添加し、4分間激しく混合し、遠心（2,000 rpm、10 min、
4°C）を行った。上層、中間層を取り除いた後、減圧乾燥装置 Savant™ SPD2010（Thermo Fisher 
Scientific、Waltham、MA）により蒸発乾固した。0.1%（v/v）ギ酸水溶液/アセトニトリル（1:1、
v/v）200 µLに再構築し、HLC-DISKTM 3 TCI（Pore size 0.45 µL、水溶系; Kanto Chemical Co.、
Tokyo）に通した後、100 µLを採取して LC-MS/MS 用測定試料とした。 
 
Homogenize buffer 
Aceton/PBS（1:1） 2.7 mL 
100 mM Indomethacin/methanol 2.7 µL 
100 ng/mL PGE2-d4/methanol 5 µL 




SIL-20AC（Shimadzu Corporation、Kyoto）を用いた。カラムは Mercury MS（C18、20×4.0 mm、




25-99% B（0-5 min）、99% B（5-7 min）、95-25% B（7-9 min）として、流速は 0.3mL/min、
注入量は 30 µLとした。 
質量分析器（MS）は、API3200TM triple quadrupole mass spectrometer（AB Sciex、Foster City、
CA）を使用し、エレクトロスプレーイオン化（ESI）法（Polarity: negative）によって分析し
た。PGE3の Q1/Q3（m/z）は 349.2/269.2、PGE2は 351.1/71.1、15-keto PGE2は 349.2 /331.2、
EPA は 301.2/257.1、AAは 303.2/58.9、内標準である d4-PGE2は 355.1/275.2で測定した。マ
ススペクトルは、Analyst® 1.6 Software で解析した。 
 
各組織からの RNA抽出および qRT-PCR 
各組織から RNAiso plus（Takara Bio Inc.、Shiga）を用いて total RNA を抽出した。得られ
た total RNA をM-MLV Reverse Transcriptase（Promega Corporation、Madison、WI）で逆転写
反応し cDNAを調製後、特異的なプライマーとして、Cox-2 
Forward:5’-ATGAGTACCGCAAACGCTTC-3’、Reverse:5’-TCTGGACGAGGTTTTTCCAC-3’、
および Hprt Forward:5’-CGCAGTCCCAGCGTCGTGATT-3’、Reverse: 
5’-CTTGAGCACACAGAGGGCCACCA-3’、を用いて評価した。各組織における Cox-2 mRNA
発現の定量は、BrilliantⅢ Ultra Fast SYBR Green QPCR Master Mix（Agilent Technologies、Santa 
Clara、CA）を使用し qPCR により行った。PCR反応は、denature（95°C、10 sec）、annealing





Lovo 細胞を 4×103 cells/wellとなるように 96 wellプレートに播種した。接着後、0.01、0.1、
1 µM PGE3または PGE2を含む培地を添加し、増殖試験を開始した。24時間後に細胞を固定
化し、スルホローダミン B（SRB）（Sigma-Aldrich、St. Louis、MO）で染色し、比色定量に
よって評価した。細胞の固定は培地 100 µLにつき 50 %（w/v）トリクロロ酢酸を 25 µLず
つ加え、氷上で 1時間静置した。水で 4回洗い、ドラフトチャンバー内で乾燥させた後、
1%（v/v）酢酸水溶液で 0.057%に調製した SRB溶液を 100 µLずつ加え、30分間室温で静
置した。染色終了後、1%（v/v）酢酸水溶液で 5回洗い、再びドラフトチャンバー内で乾燥
させた。10 mM Tris（pH 10.0）を 100 µL加えて色素を溶かし、マイクロプレートリーダー
（ARBOTMX3、PerkinElmer、Waltham、MA）を用いて 520 nmの吸光度を測定した。 
 
HEK293細胞からの RNA抽出および qRT-PCR 
10 µM PGE3を含む培地を 24時間処置した HEK/Mock および HEK/2A1細胞から RNAiso 
plus（Takara Bio Inc.、Shiga）を用いて total RNAを抽出した。得られた total RNAを M-MLV 
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取込み活性は、HEK293 細胞に取り込まれた基質量（pmol/mg protein or dpm/mg protein）
を反応液中基質濃度（µmol/L or dpm/µL）で除した cell-to-medium（C/M）ratio（µL/mg protein）







 max  
 ここで、V は取込み速度（pmol/mg protein/10 sec）、S は基質の初期濃度、Vmaxは最大取込
み速度、Kmはミカエリスメンテン定数（µM）とした。 
 







 1100  
ここで、% of Controlは阻害剤非存在下における基質の取込み速度を 100とした時の阻害
剤存在時の基質取込み速度比、Iは阻害剤の濃度（µM）とした。 
















Figure 3 Uptake activity of transporter-expressing HEK293 cell lines.  
Transport activity of HEK293 cells expressing OATP2A1 (A), OATP1B1 (B), OATP2B1 (C), OAT1 
(D), OCT1 (E), and OCT2 (F) towards typical substrates. [3H]PGE2 (0.6 nM), [3H]estrone-3-sulfate 
(4.3 nM), [3H]p-aminohippuric acid (PAH) (1.3 nM) and [14C]tetraethylammonium (TEA) (1.0 nM) 
were used as substrates to measure transport activity of OATP2A1, OATP2B1, OATP1B1, OAT1, 
OCT1, and OCT2, respectively. Each bar represents the mean + S.E.M. (n = 3-4). *, significantly 
different from Mock cells by Student’s t-test (p < 0.05).  
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OATP2A1、OATP1B1、OATP 2B1、OAT1、OCT1、OCT2の PGE3認識性 
各輸送体の活性が確認できたことから、次に、各輸送体の PGE3取込みを測定した。その
結果、HEK/2A1 および HEK/1B1 細胞では、1分における PGE3取込み活性は Mock細胞と
比較してそれぞれ 12倍および 1.5倍有意に高い値が得られた（Figure 4A、B）。 
OATP2A1 は OATP1B1 の 8倍高い取込み活性がみられ、PGE3取込み活性は 1分まで直線
性が観察された。したがって、初期取込み時間として 10 secで以後検討を行った。以上の
結果から、OATP2A1および OATP1B1は PGE3を輸送することが示された。一方、他の輸送
体においてはMock細胞との有意な差は観察されなかった（Figure 4 C-F）。 
 
 
Figure 4 Time courses of PGE3 uptake by HEK293 cells expressing various transporters. 
Uptake of PGE3 by HEK/2A1 (A), HEK/1B1 (B), HEK/2B1 (C), HEK/OAT1 (D), HEK/OCT1 (E) 
and HEK/OCT2 cells (F) was measured (open symbol), and compared with that by Mock-transfected 
cells (filled symbols) in transport medium containing 0.5 µM PGE3 at 37°C up to 5 min. Each point 
represents the mean ± S.E.M. (n = 3-4). *, significantly different from Mock cells by Student’s t-test 







て PGE2および PGE3取込み試験を行った。ATP 存在下での PGE2取込み活性は、AMP 存在
下と比較して約 4倍有意な高値を示した(Figure 5A)。ATP 存在下における 1、2分後の PGE3




Figure 5 Uptake of PGE2 and PGE3 by MRP4-expressing membrane vesicles. 
Uptake of PGE2 (1 µM) and PGE3 (1 µM) by human MRP4-expressing membrane vesicles was 
measured at 37℃ in the presence of ATP (open column, open symbol) or AMP (closed column, 
filled symbol). Uptake time of PGE2 (A) was 1 min and PGE3 (B) was 1, 2, and 5 min. 
ATP-dependent uptake was obtained by subtracting PGE2 or PGE3 uptake in the presence of AMP 
from that in the presence of ATP. Each point represents the mean ± S.E.M. (n = 4). *, significantly 





OATP2A1を介した PGE3および PGE2の濃度依存性 
OATP2A1 による PGE3輸送特性をより詳細に評価した。初期取込み時間として 10 sec で
PGE3および PGE2の濃度依存性試験を行った。その結果、HEK/2A1細胞における PGE3取込
みに飽和性が観察され、Km = 7.202 ± 0.595 μM、Vmax = 26.824 ± 1.711 pmol/10 sec/mg protein
と算出された（Figure 6A）。Eadie-Hofstee plot において、PGE3は 80μMまで直線性が観察さ
れ、一相性を示したことから、OATP2A1を介した PGE3取込みは単一の結合サイトである
ことが示唆された（Figure 6A inset）。 
また、PGE2取込みにおいても飽和性が観察され、Km = 0.331 ± 0.131 μM、Vmax = 7.21 ± 1.14 
pmol/10 sec/mg protein と算出され、Eadie-Hofstee plotより PGE2は 1 μMまで直線性が観察さ
れた（Figure 6B）。なお、今回求められた PGE2の Km値は過去の報告されている OATP2A1
の Km = 0.11 μMと比較して 3倍高い値であった(7)。 
 
Figure 6 Saturation kinetics in PGE2 and PGE3 uptake by HEK/2A1 cells. 
Concentration-dependent uptake of PGE3 (A) and PGE2 (B) by HEK/2A1 cells and mutual inhibition 
of PGE2 and PGE3 (C). (A and B) HEK/2A1 cells were incubated with various initial extracellular 
concentrations of PGE3 (0.2, 1, 2, 5, 10, and 80 µM) or PGE2 (0.01, 0.02, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5 and 1 
µM) at 37°C for 10 sec. Uptake rate was calculated by subtracting intracellular accumulation of test 
substrate in HEK/Mock cells from that in HEK/2A1 cells. Eadie-Hofstee plot analysis was 
performed. Km and Vmax values were obtained from at least three individual experiments, and are 
expressed as the average with S.E.M. *, significantly different from the control uptake by Student’s 




OATP2A1を介した PGE3および PGE2輸送の相互作用 
OATP2A1 を介した PGE3と PGE2の相互作用を評価するため、PGE3または PGE2の濃度を
0.01、0.1、1、10 µMとして、PGE2と PGE3間で相互阻害試験を行った。その結果、PGE2
の取込みに対して PGE3の濃度依存的な阻害が観察され、10 µM PGE3では 7%まで PGE2の
取込みが低下した（Figure 7）。同様に PGE3の取込みに対して PGE2の濃度依存的な阻害が
観察された。IC50を算出した結果、PGE3は 0.590 μM、PGE2は 0.123 μMであった。したが
って、PGE3と PGE2は OATP2A1上で相互作用することが示唆された。 
 
 
Figure 7 Mutual inhibition in PGE2 and PGE3 uptake by HEK/2A1 cells. 
Mutual inhibition of PGE2 and PGE3. Inhibition of OATP2A1-mediated PGE2 (0.6 nM) or PGE3 (0.1 
µM) uptake by PGE3 (0.01, 0.1, 1, 10 µM) or PGE2 (0.01, 0.1, 1, 10 µM). Transport is expressed as 
percent of uptake in the absence of inhibitor. *, significantly different from the control uptake by 




LPS/EPA-E投与 Slco2a1欠損マウスの各組織 PGE3および PGE2の定量 
各輸送体の中で OATP2A1 は最も高い PGE3輸送活性を示し（Figure 4）、PGE2と PGE3が




肝臓、脾臓の PGE3および PGE2量を LC-MS/MSにより定量した。WTマウスの各組織のう
ち、脾臓で PGE3および PGE2量が最も高値を示した（Figure 8）。WT マウスと比較して
Slco2a1-/-マウスの肺、大腸、胃、腎臓において PGE3および PGE2量が増加する傾向がみら
れ、肺では有意な高値を示した。一方、肝臓、脾臓において PGE3および PGE2量の低下傾
向がみられた。WT と Slco2a1-/-マウスの血漿中 PGE3、PGE2は検出限界以下であった。 
 
Figure 8 Tissue disposition of PGE3 and PGE2 in Slco2a1-/- mice. 
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At 2 hours after oral administration of EPA-E at a dose of 1,000 mg/kg by gavage, the animals 
underwent intraperitoneal injection of LPS at a dose of 7.5 mg/kg as a COX-2 inducer. At 8 hours 
after administration of EPA-E, PGE3 (A) and PGE2 (B) concentrations in lung, colon, stomach, 
kidney, liver and spleen were determined by LC-MS/MS in WT (closed column) and Slco2a1-/- 
(open column) mice. Tissue concentration was normalized by wet weight of tissue. Each bar 
represents the mean + S.E.M. (n = 3-5). *, significantly different from WT mice by Student’s t-test 





WTと Slco2a1-/-マウスで観測された組織 PGE3、PGE2量は、これら前駆体の AAおよび
EPA の組織量に比例していないか検討するため、PGE3を EPAで、PGE2を AA で除した値






Figure 9 PGE3 over EPA and PGE2 over AA concentration rations in various mouse tissues. 
The ratio of PGE3 to EPA concentration (A) and PGE2 to AA concentration (B) in each tissue was 
calculated based on the values obtained in WT (closed column) and Slco2a1-/- (open column) mice. 
Each bar represents the mean + S.E.M. (n = 3-5). *, significantly different from WT mice by 













Figure 10 The ratio of 15-keto PGE2 over PGE2 concentration in various mouse tissues. 
The ratio of 15-keto PGE2 over PGE2 concentration in each tissue was calculated based on the values 
obtained in WT (closed column) and Slco2a1-/- (open column) mice. Each bar represents the mean + 




LPS/EPA-E投与 Slco2a1欠損マウスの各組織の Cox-2 mRNA発現 
炎症刺激により誘導される PGE2、PGE3合成酵素 Cox-2の mRNA発現に対する Slco2a1
欠損の影響を評価するため、肺、大腸、胃、腎臓、肝臓、脾臓における Cox-2の mRNA量




Figure 11 Cox-2 mRNA expression in various tissues. 
Cox-2 mRNA expression was measured in the lung, colon, stomach, kidney, liver and spleen using 
gene-specific primers for mouse Cox-2. Each bar of WT (closed column) or Slco2a1-/- (open 







PGE2が EP2または EP4に作用することでがん細胞の増殖は促進される一方、PGE3は EP2
または EP4 への作用により増殖抑制作用を示すことが報告されている(56)。ヒト大腸がん由
来 Lovo細胞において、PGE3は PGE2による EP を介した cAMP の上昇を抑制することから




Figure 12 Effect of PGE3 or PGE2 on cell proliferation in Lovo cells. 
Lovo cells were treated with PGE3 (open symbol) or PGE2 (filled symbol) (0.01, 0.1, or 1 µM) for 24 
hours. Growth of Lovo cells were monitored by means of SRB assay. Each value represents the 




PGE3処置による VEGF mRNA発現量の変化における OATP2A1の影響 
Lovo 細胞の増殖に対する PGE3の作用を評価したが変化がみられなかったため、次に細
胞増殖に関わる因子VEGFに対するPGE3の作用を評価した。PGE3の作用におけるOATP2A1
の影響を評価するため、HEK/2A1 および HEK/Mock 細胞を用いて、PGE3処置による VEGF 
mRNA発現量の変動を RT-PCR により比較した。PGE3処置により HEK/Mock細胞の細胞増
殖因子 VEGFの発現は変化しなかった（Figure 13）。HEK/2A1 細胞では、10 µM PGE3処置
により VEGF mRNA 発現量は約 20％減少したが、有意な差はみられなかった。 
 
Figure 13 Effect of PGE3 on VEGF mRNA expression in HEK293 cells. 
mRNA expression of VEGF was determined by qRT-PCR in HEK/Mock or HEK/2A1 cells treated 
with 10µM PGE3 for 24 hours. Each column represents the mean + S.E.M. (n = 3). Student’s t-test 








本章では、炎症時 PGE2および PGE3の組織分布における OATP2A1 の役割を検討するこ
とを目的に、まず OATP2A1を含む PGE2輸送体による PGE3の輸送を検討した。輸送体過
剰発現 HEK293 細胞を用いた PGE3取込み試験の結果、PGE3の取込みは OATP2A1 または
OATP1B1発現細胞で対照細胞（HEK/Mock）と比べて有意に増加し、基質となることが示












る OATP2A1の役割について検討した。PGE3の前駆体である EPA-E を経口投与して LPSに
より全身炎症を誘発させたマウスの肺、大腸、胃、腎臓、肝臓、脾臓の PGE2および PGE3
量をWTと Slco2a1-/-マウス間で比較した。LPSおよび EPA-E 処置WT マウスの各組織の中
で、脾臓で PGE2および PGE3量が最も高値を示した。WT と Slco2a1-/-マウスの組織 PGE2、
PGE3量を比較した結果、肺において Slco2a1欠損により PGE2および PGE3量の有意な上昇
がみられた。また、大腸、胃、腎臓においては Slco2a1欠損により PGE2、PGE3量の上昇傾
向が、肝臓、脾臓においては低下傾向がみられた（Figure 8）。組織 PGE2、PGE3量の WTと
Slco2a1-/-マウスでみられた差は、これら前駆体の AA、EPAの組織量に比例していないか検
討するため、PGE2量を AA 量で、PGE3量を EPA量で除した値を算出した（Figure 9）。
PGE3/EPAの比はWT マウスと比較して Slco2a1-/-マウスの肺において有意な上昇がみられ、
PGE2/AA の比においては Slco2a1-/-マウスの脾臓において有意な低下がみられた。PGE2は
EP に作用することで COX-2の発現が誘導され、その結果として PGE2の合成が上昇するこ
とが報告されている(25)。このポジティブフィードバック機構がSlco2a1-/-マウスの組織PGE2、
PGE3量に影響していないか、各組織における Cox-2 mRNA量をWT と Slco2a1-/-マウスで比
較した。その結果、いずれの組織においても発現に有意な差がみられなかった。したがっ





細胞質に発現する PGE2代謝酵素 15-Pgdhは PGの代謝律速酵素で、加水分解により PG を
不活性化させる(18)。OATP2A1 は細胞外から PGE2を取込むことで PGE2の不活性化を促進
し、PGE2の生理作用を調節していることが考えられる。PGE3の代謝物に関しては、未だ同
定されていないため、Slco2a1欠損による PGE3の不活性化への影響を PGE2の代謝物 15-keto 




て、肺の 15-Pgdh タンパク質発現量はWTと Slco2a1-/-マウスで変化がないことから(39)、
15-Pgdh の発現は Slco2a1-/-マウスの肺 PGE2および PGE3量に影響を与えないことが考えら












送体として OATP2A1以外に OATP1B1 とMRP4がある。肝臓には OATP1B1 が発現してお
り、またMRP4 は全身に広く発現していることから、これら輸送体を含む他の PGE2輸送体
が組織 PGE2、PGE3量を調節していることが考えられる。 
PGE3に対する OATP2A1の輸送特性を評価し、生体内において PGE3が OATP2A1を介し
た PGE2動態に与える影響を考察した。OATP2A1 における PGE3の Kmは 7.20 µM、PGE2の
Kmは 0.331 µMであり、PGE3は PGE2に比べ 22倍高く、OATP2A1は PGE2に比べて PGE3
に対して低親和性であることが示された。PGE2のω鎖に二重結合が一つ加わった PGE3は、
立体構造における柔軟性が低下することで、OATP2A1の親和性が低下したものと考えられ
る。これは、PGE3が PGE2と比べて EP やMRP4への親和性が低いことと一致する(60, 76)。
OATP2A1 を介した PGE2と PGE3の相互作用を検討するため、相互阻害試験を行った。PGE2
は OATP2A1を介した PGE3の取込みを 0.1 µMで 55%、1 µMで 89%阻害した。一方、PGE3
はOATP2A1を介した PGE2輸送を 0.1 µMで 9%、1 µMで 32%阻害した。PGE3の IC50は 0.590 
µMとなり、これは PGE2の IC50の 0.123 µMに比べて 5倍高い値であった。本研究では、各
組織で PGE3が検出できるようにマウスに EPA-E を 1,000 mg/kg 経口投与した。しかし、臨
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床における EPA-E の一日投与量（1,800 から 2,700 mg）に比べ非常に高い投与量である(77, 
78)。LPSおよび EPA-Eを処置したWTマウスの肺 PGE3濃度（0.009 µM）と PGE2濃度（0.019 
µM）は、PGE2輸送に対する PGE3の IC50値(0.590 µM)と PGE3輸送に対する PGE2の IC50値
（0.123 µM）より低い値であったことから、 肺において PGE3と PGE2は OATP2A1 を介し
て相互作用しないと考えられる。一方、最も高い蓄積がみられた脾臓の PGE3濃度(0.8 µM)
および PGE2濃度（15.7 µM）は、PGE3と PGE2の IC50値よりも高い値であったことから、
OATP2A1を介して相互作用することが示唆された。脾臓において Slco2a1欠損により PGE2、
PGE3量の低下がみられたことから、PGE3は OATP2A1を介した PGE2分泌輸送を低下させ
ることで PGE2の代謝・分解を促進し、その結果 PGE2の作用を抑制すると考えられた。 








はない。今後、様々な病態モデル動物を用いて EPA の効果に対する OATP2A1の寄与を明
らかにしていく必要がある。 
本研究から、PGE3は OATP2A1、OATP1B1 およびMRP4 の基質となることが示され、炎
症時 OATP2A1 は肺と脾臓において、組織 PGE2、PGE3分布に関与することが示された。
OATP2A1 を介した PGE3、PGE2輸送に対する阻害効果から、脾臓において PGE3と PGE2は
OATP2A1 上で相互作用し、PGE3が脾臓の OATP2A1 を阻害することで脾臓 PGE2量が低下
し PGE2作用が抑制されることが示唆された。しかしながら、PGE3の細胞増殖抑制作用を























第一章において、LPSおよび EPA-E 処置WT マウスと比較して Slco2a1-/-マウスの脾臓に




当研究室はマウス由来腹腔 MφおよびマウスMφモデル RAW264細胞に発現する Oatp2a1
は炎症性刺激に応じたPGE2分泌に関与することを示した(44)。脾臓内でPGE2量がOATP2A1






制作用を示す。PGE2は、マウス Mφモデル RAW264.7 細胞やマウス腹腔Mφからの CCL5
産生を抑制することから、ヘルパーT 細胞や細胞傷害性 T 細胞の増殖を抑制して免疫抑制に
関与することが示唆されている(79)。また、マウス脾臓制御性 T細胞の転写因子である Foxp3
発現を誘導することで、制御性 T細胞による抗 CD3抗体で刺激した脾臓 T細胞の増殖抑制
作用を増強させる(80)。さらに、直接脾臓 T 細胞の EP2に作用することで増殖抑制作用を示
す(81)。PGE2合成酵素である mPges-1欠損マウスにおいては、血清中 IgM・IgG が低下し、
T 細胞による液性免疫反応の低下がみられる(31)。さらに近年、ゲノムワイド関連解析にお
いて、PGE2受容体のEP4遺伝子がヒト自己免疫疾患の感受性遺伝子として同定された(84)。
このように PGE2は免疫抑制に寄与することから、LPS および EPA-E 処置した Slco2a1-/-マウ
































免疫組織化学染色による脾臓 Oatp2a1および F4/80陽性細胞の局在 
マウスにペントバルビタールを腹腔内に投与（50 mg/kg body weight）し、麻酔した。マ
ウスの尻尾をピンセットで摘み脊髄反射が無いことを確認した後、開胸し、心臓を露出さ
せた。下大静脈に切り込みを入れ、右心から氷冷した PBS を 5 mL/minで 5分間流した。そ






の後、自動固定包埋装置 RH-12DM（Sakura Finetek Japan Co.、Tokyo）を用いて、70、80、
90、95、99.5%（v/v）エタノール水溶液、100% エタノール（2回）、Tissue-Tek® Tissue-Clear®
（Sakura Finetek Japan Co.、Tokyo）（3回）、パラフィン（2回）の順に、各溶液に 1時間ず
つ浸漬し、置換及び包埋を行った。包埋組織ブロックが完成後、ミクロトーム HM 360






その後 20 mM Tris-HCl（pH 9.0）に切片を漬け、95°C で 15分加熱することで抗原を賦活化
し、その後室温まで自然冷却した。PBS で洗浄後、0.3%（v/v）H2O2/メタノールに 7分間浸
し内因性ペルオキシダーゼ活性を不活化した。パラフィン切片を 5%（w/v）スキムミルク
/PBSに室温で 1時間浸してブロッキングした。その後、一次抗体として guinea pig 




 二次抗体として Oatp2a1 抗体に対しては biotin-conjugated anti-guinea pig IgG（1:200）を、
F4/80 抗体に対しては biotin-conjugated anti-rat IgG（1:1000）を湿潤箱内で室温、 1 時間反応
させた。PBS で洗浄後、horseradish peroxidase（HRP）-conjugated streptavidin（LSAB2 kit; Dako、
Glostrup、Denmark）を湿潤箱内で 1時間反応させた。PBS で洗浄後、HRP基質の 3, 
3’-diaminobenzidine（DAB）を含む溶液（ImmPACT™ DAB Substrate; Vector Laboratories、
Burlingame、CA）を 1 ~ 2分間反応させた。PBS で洗浄後、マイヤー・ヘマトキシリン溶液










った。マイヤー・ヘマトキシリン溶液（Wako Pure Chemical Industries、Osaka）に 40 秒間浸
し、核染色を行った。流水で 5 分間洗い流した。エオシン（Merck、Darmstadt、Germany）
で細胞質を濃赤色に染色した。70、80%（v/v）エタノール水溶液、90%（v/v）エタノール






























proteinase inhibitor cocktail（1:100、Sigma-Aldrich、St. Louis、MO）を含む RIPA bufferを加え、
さらにホモジナイズした。遠心（10,000×g、15 min、4°C）し、懸濁液から未破砕細胞およ
び核を除去した後、上清を採取し、粗膜画分とした。Bradford法(86)によりタンパク定量を
行い、30 gを用いた。2-メルカプトエタノール（w/v、5%）を含む 1×sample bufferを加え、
99C、5分で還元した。SDS-PAGE により分離し、polyvinylidene difluoride（PVDF）膜（Merck 
Millipore、Darmstadt、Germany）に転写した。5%（w/v）スキムミルク/Tris- bufferd saline and 
Tween 20（TBS-T）を用いて室温で 1時間ブロッキングした。タンパク質を転写した PVDF
膜を一次抗体と反応（4C、一晩）後、二次抗体 HRP-conjugated anti-rabbit IgG（1:2000、Thermo 
Fisher Scientific、Waltham、MA）と反応させた（室温、2時間）。PVDF膜を 1×TBS-T で洗
浄し、ImmunoStar Zeta（#297-72403; Wako Pure Chemical Industries、Osaka）または
ImmunoStar LD（#296-69901; Wako Pure Chemical Industries、Osaka）による化学発光を











   
RIPA Buffer 
NaCl 150 mM 
Tris 50 mM 
NP-40（v/v） 1.0 % 
Sodium deoxycholate（w/v） 0.5 % 
SDS（w/v） 0.1 % 


















脾臓からの RNA抽出および qRT-PCR 
脾臓からの RNA 抽出および qRT-PCR は、第一章 実験方法「各組織からの RNA抽出お
よび qRT-PCR」に従った。検討に使用したプライマーを以下に示した。 
Sequence of primers for RT-PCR 
Target  Forward primer (5’to 3’) Reverse primer (5’to 3’) 
Oatp2a1 CTCCCGCTCGGTCTTCAAC AGACCCCCCTATGCCGATCAT 
Cox-1 TGAACATAACCGCGTGTGC TTGAGCTGCAGGAAATAGCC 
Cox-2 ATGAGTACCGCAAACGCTTC TCTGGACGAGGTTTTTCCAC 
Pges-1 GCACACTGCTGGTCATCAAG ATGAGTACACGAAGCCGAGG 
15-Pgdh ACACACCCATCCTTGAATCC TCGATGCCGTGATCTTCATA 
Hprt CGCAGTCCCAGCGTCGTGATT CTTGAGCACACAGAGGGCCACCA 
 
データ解析 





5 × Sample Buffer 
Tris-HCl (pH 6.8) 312.5 mM 
SDS（w/v） 10 % 
Glycerol（v/v） 50 % 
Bromophenol blue（BPB）（w/v） 0.05 % 
2-Mercaptoethanol （w/v） 25 % 
TBS-T 
Tris 20 mM 
NaCl 137 mM 
Tween 20（v/v） 0.1 % 















Figure 14 Immunohistochemical analysis of Slco2a1 expression is shown in spleen of WT and 
Slco2a1-/- mice.  
Paraffin section (4 µm) of WT mouse spleen tissue was incubated with guinea pig anti-Slco2a1 
antibody and stained brown by immunoenzymatic reaction with DAB. Nuclei were stained by 
hematoxylin. Staining of spleen sections are presented at low (× 4, top panels) and high 
magnification (× 40, bottom panels).   
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（Figure 15、褐色部位）。したがって、赤脾髄において Oatp2a1 および F4/80陽性細胞が共
に認められた（Figure 14、15）。 
 
Figure 15 Immunohistochemical detection of F4/80 expression in spleen of WT and Slco2a1-/- 
mice.  
Paraffin section (4 µm) of WT mouse spleen tissue was incubated with anti-F4/80 antibody antibody 
and stained brown by immunoenzymatic reaction with DAB. Nuclei were counter-stained blue with 








脾臓の肥大化が観察された（Figure 16A）。また、40週齢以上の WTと Slco2a1-/-マウスにお
いて、WT マウスの体重 1g当たりの脾臓湿重量（相対重量）と週齢の間に負の相関がみら
れた（r = -0.457、p = 0.18）。一方、Slco2a1-/-マウスの相対重量と週齢の間には正の相関がみ
られ（r = 0.754、p = 0.08）、高週齢になるに従い相対重量は増加した（Figure 16B）。WTマ




Figure 16 Spleen weights in WT mice aged 42-88 weeks or Slco2a1-/- mice aged 46-80 weeks.  
Spleens from WT mice aged 42-88 weeks (n = 10) and Slco2a1-/- mice aged 46-80 weeks (n = 6) are 
shown in the photograph (A). Plots of spleen weight normalized body weight ratio versus age (42-88 
weeks), with linear regression lines in WT (filled symbol, solid line) or Slco2a1-/- (open symbol, 
dotted line) mice (B). Spleen weight normalized body weight ratio was compared between WT 
(closed column) and Slco2a1-/- (open column) mice (C), and each bar represents the mean + S.E.M. 












Figure 17 Hematoxylin and eosin stained sections of spleens from WT and Slco2a1-/- mice.  
Typical images of hematoxylin and eosin staining of spleen sections are shown at low (× 4, left 
panels) and high magnification (× 40, middle and right panels); bottom panel shows Slco2a1-/- 






に染める picrosirius red染色の結果、WT マウスと比較して Slco2a1-/-マウスの白脾髄におい
て、強い赤色の染色が観察された（Figure 18A）。コラーゲンの蓄積を定量的に評価するた





Figure 18 Immunohistochemical analysis of paraffin-embed spleen sections from WT and 
Slco2a1-/- mice.  
A typical image of picrosirius red staining of spleen section is presented at low (× 4, top panels) and 
high magnification (× 40, bottom panels) (A). Relative ratio (%) of the stained area significantly 
increased in Slco2a1-/- (open column), compared to that in the WT (closed column) mice (B). Each 
bar represents the mean value of randomly selected 13 picrosirius red-stained images from 1 mouse. 















Figure 19 Tissue disposition of PGE2 in Slco2a1-/- mice. 
Amount of PGE2 in spleen, lung, colon, stomach, kidney, and liver was determined by LC-MS/MS 
in WT (closed column) and Slco2a1-/- (open column) mice. PGE2 amount was normalized by wet 
weight of tissue. Each bar represents the mean + S.E.M. (WT: n = 10, Slco2a1-/-: n = 6). *, 
significantly different from WT mice by Student’s t-test (p < 0.05).   
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Figure 20 Western blot analyses of PGE2-related proteins in spleen.  
Expression of proteins related to PGE2 was studied by Western blot analysis using spleen 
homogenates prepared from WT and Slco2a1-/- mice (four per each group), and representative 
images are shown. Quantitative analysis of each protein was performed. Degree of expression of 
Cox2 and 15-Pgdh are shown by normalizing band intensity with that corresponding to Gapdh. 
Expression was compared between WT (closed column) and Slco2a1-/- (open column) mice, and 
each column represents the mean + S.E.M. (spleen tissues from 4 individual mice). Student’s t-test 
was used for statistical analysis (*, p < 0.05). 
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LPS誘発性急性炎症モデルマウスの脾臓 Oatp2a1および PGE2関連酵素の発現変動 
炎症時の脾臓 PGE2量の調節における OATP2A1の役割として、炎症刺激による脾臓
Oatp2a1 の発現変動を評価した。脾臓から RNA を抽出し、Oatp2a1 mRNA発現を qRT-PCR
で測定した。Figure 21に示すように、LPSを腹腔内投与したマウス由来脾臓において、
Oatp2a1のmRNA発現が 6.5倍有意に低下した。また、合成酵素Cox-2および Pges-1のmRNA
発現は有意に上昇し、代謝酵素 15-Pgdhの mRNA発現は有意に低下した。 
 
 
Figure 21 mRNA expression of Oatp2a1 and PGE2-related enzymes in spleen.  
mRNA levels of Oatp2a1 and PGE2-related enzymes were measured by qRT-PCR. Each bar of WT 
(closed column) or Slco2a1-/- (open column) mice represents the mean + S.E.M. (n = 4-5). *, 









で評価した。まず、PBS 投与 WT マウスと LPS処置WTマウスの相対重量を比較した結果、
PBS投与WT マウスと比べて LPS処置WT マウスで相対重量の有意な増加がみられた





Figure 22 Spleen weights in LPS-treated or –untreated WT (closed column) mice or 
LPS-treated Slco2a1-/- mice.  
Each bar of WT (closed column) or Slco2a1-/- (open column) mice represents the mean + S.E.M. (n 








ず、脾臓における Oatp2a1 の局在を評価した。脾臓において Oatp2a1 は杆状細胞や赤脾髄の
一部の細胞で発現がみられた（Figure 14）。赤脾髄に存在する細胞として、Mφ は様々な生
体異物に応答し、PGE2分泌に関与する。マウス腹腔Mφに Oatp2a1 が発現することからも、
脾臓Mφ において Oatp2a1 が発現していると考えられた。そこで、赤脾髄Mφ マーカーとし




脾臓内 PGE2分布における OATP2A1の役割として、LPSおよび EPA-E 処置炎症モデルマ
ウス（Figure 8）および高週齢マウス（Figure 21）の脾臓において、Slco2a1欠損により PGE2
量の低下がみられた。脾臓において合成酵素 Cox-2のタンパク質発現に変化がなく、代謝
の律速酵素 15-Pgdhの発現は Slco2a1欠損により有意に低下したことから（Figure 22）、
Slco2a1欠損による PGE2量の低下は、PGE2の合成酵素の発現低下や代謝酵素の発現上昇で
は説明できないことが示された。したがって、OATP2A1は COX-2および 15-PGDH とは独
立して細胞内外の PGE2分布を変動させることが示唆された。血管内皮細胞に発現する
OATP2A1 は PGE2の細胞内取込みに機能することから(82)、類洞を構成する杆状細胞に発現




(44)、脾臓Mφ に発現する OATP2A1は PGE2分泌に関与することが考えられる。Slco2a1 欠
損により PGE2量が低下した要因として、杆状細胞に発現する Oatp2a1を介した血中から杆
状細胞内への PGE2取込みが消失したこと、および脾臓 Mφ に発現する Oatp2a1を介した
PGE2分泌の消失により細胞質の代謝酵素による PGE2の不活性化が促進したことから、結
果として組織 PGE2量が低下したことが考えられる。脾臓 PGE2量は 5,540 pg/mg であった
（Figure 8）のに対して血中の PGE2は検出限界（2 pg/µL）以下であったことから、血中濃
度に比べて脾臓中濃度は 2,770倍以上であることが示唆された。つまり、脾臓の PGE2は主
に脾臓内で産生されたものであると考えられた。したがって、Slco2a1欠損による PGE2量









の PGE2作用における OATP2A1の役割として、脾臓の肥大化と OATP2A1との関係を検討
した。PBS投与WTマウスと比べてLPS処置WTマウスで脾臓の相対重量の増加（Figure 22）、













したがって、高週齢 Slco2a1-/-マウスの脾臓 PGE2量の低下により PGE2の免疫細胞に対する
免疫抑制作用が低下し、加齢に伴い慢性炎症が増悪したことが示唆された。急性炎症反応
おける OATP2A1の関与を検討するため、マウスに LPS を腹腔内投与することで急性炎症を





















本研究から、LPSおよび EPA-E 処置および高週齢 Slco2a1-/-マウスの脾臓 PGE2量が WT







れた。今後、脾臓の局所 PGE2動態と炎症反応に対する OATP2A1 の役割をより詳細に検討
していく必要がある。 
現在のところ、PGE2分泌が抑制されると細胞内での PGE2の不活性化が促進するという
報告はない。そこで第三章では、Slco2a1欠損による脾臓 PGE2量の低下は、Mφ の Oatp2a1
を介した PGE2分泌が消失することで PGE2の代謝・分解による不活性化が促進したことに
よるという仮説を検証することを目的に、Slco2a1-/-マウス由来腹腔Mφ および OATP2A1阻
害剤（TGBz）処置マウスMφ モデル RAW264細胞を用いて、Mφの PGE2分泌における
OATP2A1 の役割を PGE2とその代謝物を測定することで評価した。 
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下がみられ、この Slco2a1 欠損による脾臓 PGE2量の低下は、Mφの Oatp2a1を介した PGE2
分泌が消失することで PGE2の不活性化が促進したことによると仮説を立てた。PGE2は細
胞内で 15-PGDH により 15-keto PGE2へ酸化され、さらに 13-PGR によって 13, 
14-dihydro-15-keto PGE2へ代謝される。13, 14-dihydro-15-keto PGE2は非酵素的に 13, 





71, 72, 82, 91, 92)。 
PG類は、炎症刺激により cPLA2 が細胞質から脂質二重膜へ移行した後、AA が脂質二重
膜から切り出され、核周縁膜で COX/PGES 経路によって合成される(93)。特に PGE2の分泌
経路においては、単純拡散(94) や細胞形質膜の輸送体を介した経路(13, 95) が報告されてい











2015年、当研究室の Shimada らは、Oatp2a1がマウス由来腹腔Mφおよびマウス Mφ モデ
ル RAW264細胞において細胞内酸性コンパートメントに発現することに着目し、OATP2A1
により酸性コンパートメントに貯留された PGE2が Ca2+流入刺激により、開口分泌されるこ










はない。前章において、Mφ が他の組織に比べて多く存在する脾臓の PGE2量が Slco2a1欠
損により有意に低下したことを受けて、本章ではMφ 内での PGE2代謝物を含めた PGE2細
胞内動態を Slco2a1機能・発現抑制下で定量的に解析することにより、OATP2A1が脾臓内
での PGE2動態に果たす役割を明らかにすることを目的に研究を推進した。PGE2を検出で
きるだけの十分な数の赤脾髄 Mφ を一匹のマウスから採取できないことから、赤脾髄 Mφ




Figure 23 Catabolism of PGE2 
PGE2 oxidized by 15-PGDH (15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase) and 13-PGR 
(15-ketoprostaglandin Δ13, 14-reductase) expressed in the cytoplasm to 13, 14-dihydro-15-keto PGE2, 












PGE2、13, 14-dihydro-15-keto PGE2、13, 14-dihydro-15-keto PGA2、d4-PGE2、および d4-13, 
14-dihydro-15-keto PGE2は Cayman Chemical（Ann Arbor、MI）より購入した。その他の試薬





マウスMφモデル RAW264 細胞は RIKEN BioResource Center（Ibaraki）から提供いただい
た。RAW264 細胞は 10%（v/v）FBS（Sigma-Aldrich、St. Louis、MO）、100 U/mLベンジル
ペニシリン（Sigma-Aldrich、St. Louis、MO）および 100 µg/mLストレプトマイシン（Wako Pure 




4%（w/v）Brewer Modified Thioglycollate Medium（Becton Dickinson and Co.、Franklin Lakes、
NJ）2 mL をマウスの腹腔内に投与し、4日後にペントバルビタールナトリウム（50 mg/kg 
body weight）腹腔内投与によりマウスを麻酔した後、氷冷した 5 mL PBSで腹腔内を洗浄し、
腹腔内細胞を採取した。腹腔細胞を遠心（1,000 rpm、10 min）により沈殿させ、再度 2 mL PBS
に懸濁し遠心操作（1,000 rpm、10 min）により回収した。沈殿した細胞を 10%（v/v）FBS
（Sigma-Aldrich、St. Louis、MO）、100 U/mLベンジルペニシリン（Sigma-Aldrich、St. Louis、
MO）および 100 µg/mLストレプトマイシン（Wako Pure Chemical Industries、Osaka）を含む





Yamazakiらの方法を参考にした(98)。腹腔Mφに 1 µg/ml LPS を 4 時間曝露し、COXお
よび PGESを誘導させた。細胞に 0.1 M Tris-HCl（pH 8.0）を 1 ml加え、細胞を回収し、超
音波処理により破砕した。15,000 rpmで 10分間遠心し、上清を回収した。Lowry法(67)に従
いタンパク定量を行った後、20 µg proteinをチューブに移し、反応液とした。さらに、
Cofactor-Buffer 5 µLを加え、0.1 M Tris-HClを加えて全量を 50 µLとしたのち、37°Cの温浴
















腹腔Mφおよび RAW264細胞からの PGE2分泌試験 
 WTマウスと Slco2a1-/-マウスから採取した腹腔MφおよびRAW264 細胞（1×106 cells/well）
をそれぞれ 4 well プレートに播種し 1日間培養後、接着した細胞を PBS により 2回洗浄し
た。その後、1 µg/mL LPS をそれぞれ無血清の D-MEM培地 300 µLで処置した。所定時間





200 µLおよび細胞懸濁液 400 µLに内標準物質である PGE2-d4を含むギ酸水溶液を添加した
（終濃度 0.2%（v/v））。さらに、等量の酢酸エチルを添加し、15分間激しく混合した。遠心




LC-MS/MSによる PGE2および PGE2代謝物の定量 
 高速液体クロマトグラフィー（HPLC）は、液相ポンプに LC-30AD、オートサンプラーに
SIL-30AC（Shimadzu Corporation、Kyoto）を用いた。カラムは Mercury MS（C18, 20×4.0 mm、
Luna 3 µm; Phenomenex、Torrance、CA）を用いて、0.1%（v/v）ギ酸水溶液（A）とアセト
ニトリル（B）で移動相を構成したグラジエント法により分析した。グラジエントの組成は、
25-99% B（0-5 min）、99% B（5-7 min）、95-25% B（7-9 min）として、流速は 0.3 mL/min、
注入量は 30 µLとした。 
質量分析器（MS）は、Shimadzu LCMS-8050 triple quadrupole mass spectrometer（Shimadzu 
Cofactor-buffer 
Hemin 10 µM 
Glutathion 10 mM 
Arachidonic Acid 100 µM 




によって分析した。d4-15-keto PGE2 および d4-13, 14-dihydro-15-keto PGA2は市販されてい
ないため、構造式から Q1/Q3（m/z）を推測した。d4-PGE2の Q1/Q3（m/z）は 355.00/275.25、
d4-15-keto PGE2は 353.05/291.10、d4-13, 14-dihydro-15-keto PGE2は 355.10/179.25、d4-13, 
14-dihydro-15-keto PGA2は 337.25/179.30、PGE2の Q1/Q3（m/z）は 351.00/271.35、15-keto PGE2
は 349.05/287.10、13, 14-dihydro-15-keto PGE2は 351.10/175.25、13, 14-dihydro-15-keto PGA2
は 333.25/175.30、および d4-PGF2α（内標準物質）は 357.10/313.25で測定した。 
 
データ解析 
LPS 処置 10時間後から 14時間後までの間に産生された PGE2代謝物（15-keto PGE2、13, 
14-dihydro-15-keto PGE2、13, 14-dihydro-15-keto PGA2）の総量（PGEMs）は以下の式で算出
した。 
 
hr 10hr 14hr 14-10 Amount PGEMsAmount PGEMs)(fmol/well  PGEMs   
 
産生された PGE2量は細胞内外の PGE2と PGEMsの総量とした。産生された PGE2量に対
する細胞外 PGE2比、細胞内 PGE2比または総 PGEMs比は、細胞内外の PGE2と PGEMs の














































LPS刺激 RAW264細胞の d4-PGE2代謝物または PGE2代謝物の産生に対する TGBzの阻害
効果 





介した外因性と内因性の PGE2分布に違いがあるか検討した。TGBz は Oatp2a1をほぼ完全
に阻害する濃度として、25 µMで用いた(61)。細胞内外の総 PGE2量の Endo/Exo比はコント
ロールと TGBz処置で変化がみられなかった一方、細胞内外の総 PGEMs量の Endo/Exo 比
はコントロールと比較して TGBz 処置により有意に増加した（Table 3）。したがって、Oatp2a1
は取込み過程以外の PGE2分布に関与し、PGE2代謝の調節に働くことが示唆された。 
 
Table 3 Effect of OATP2A1 Inhibitor (TGBz) on PGE2 and d4-PGE2 Metabolism by 
RAW264 Cells. 
 
RAW264 cells were treared with 1 μg/mL LPS for 10 hours, and then, d4-PGE2 and OATP2A1 
inhibitor (TGBz) were added to the medium at final concentrations of 10 nM and 25 µM, 
respectively. 4 hours later, d4-PGE2, PGE2, and their metabolites were quantified by LC-MS/MS. 







LPS 刺激によるMφ からの PGE2分泌に対する Oatp2a1の寄与を評価するため、まずWT
および Slco2a1-/-マウス由来腹腔 Mφにおいて PGE2産生能が異なるか、腹腔Mφ 懸濁液を用
いて PGE2産生試験を行った。その結果、WT マウスと比較して Slco2a1-/-マウス由来腹腔 Mφ
において PGE2産生速度の有意な上昇がみられた（Figure 24）。したがって、Oatp2a1 の機能
が抑制されることで PGE2産生が促進することが示唆された。 
 
Figure 24 Effect of Slco2a1 deletion on PGE2 production in peritoneal Mφs. 
Peritoneal Mφs were cultured with LPS (1 µg/ml) for 4 hours and then lysed by sonication in 1 ml of 
0.1 M Tris-HCl (pH 8.0). Soluble fractions of peritoneal Mφ lysate (20 µg protein) were incubated 
with arachidonic acid (10 µM) for 10 min at 37°C in 50 µL of Tris-HCl buffer (pH 8.0) containing 
glutathione (1 mM) and hematin (1 µM) as cofactors. After incubation, PGE2 content was measured 
by LC-MS/MS. Expression was compared between WT (closed column) and Slco2a1-/- (open 
column) mice, and each point represents the mean + S.E.M. (n = 3). Student’s t-test was used for 







る時間として、1 µg/mL LPS 処置 4時間以降の 4、8、12 時間で行った。細胞外 PGE2量は 8、
12 時間において、WTマウス由来腹腔 Mφ と比較して Slco2a1-/-マウスで有意に減少した
（Figure 25A）。一方、細胞内外の PGE2と PGEMsの総量も Slco2a1欠損により減少傾向が
みられた（Figure 25B）。 
 
Figure 25 Effect of Slco2a1 deletion to extracellular PGE2 and PGE2 production induced by 
LPS from peritoneal Mφs. 
Effect of LPS activation for 4, 8, and 12 hours on extracellular PGE2 (A) and total cellular amount of 
PGE2 and PGEMs (B) in peritoneal Mφs derived from WT (filled symbols) and Slco2a1
-/- (open 
symbols) mice. Each result represents the mean ± S.E.M. (n = 8-12). Student’s t-test was used for 





腹腔Mφ の細胞内外 PGE2分布に対する Oatp2a1 の寄与を評価するため、PGE2と PGEMs
の総量で細胞外 PGE2量および細胞内 PGE2量を除して、細胞外 PGE2比、細胞内 PGE2比を
算出した。さらに、PGE2代謝に対する Oatp2a1 の寄与を見積もるために、PGE2と PGEMs
の総量で総 PGEMs量を除して、総 PGEMs比を算出した。その結果、Slco2a1-/-マウス由来
腹腔Mφ における総 PGEMs比は、4、8、12時間において 45%、36%、33%となり、WTの
39%、26%、19%と比較して有意に増加した（Figure 26A）。一方、Slco2a1-/-マウス由来腹腔
Mφ における細胞外 PGE2比は、4、8、12時間において 12%、15%、20%となり、WTの 16%、
21%、38%と比較して減少し、8、12時間では有意に減少した（Figure 26B）。細胞内 PGE2
比は、WT と Slco2a1-/-マウスで有意な差がみられなかった（Figure 26C）。以上の結果から、




Figure 26 Effect of Slco2a1 deletion to metabolism and disposition of PGE2 induced by LPS 
from peritoneal Mφs. 
Effect of LPS activation for 4, 8, and 12 hours on metabolism (A), extracellular disposition of PGE2 
(B) and intracellular disposition of PGE2 (C) in peritoneal Mφs derived from WT (filled symbols) 
and Slco2a1-/- (open symbols) mice. Each result represents the mean ± S.E.M. (n = 11-15). Student’s 






RAW264細胞の PGE2代謝・分泌に対する TGBzの阻害効果 
RAW264 細胞の PGE2代謝および分泌に対する Oatp2a1 の寄与を検討するため、1 µg/mL 
LPS 処置 4、8、12時間後の細胞内外の PGE2量および PGEMs量を測定した。細胞外 PGE2
量は 4、8、12時間の全点において、TGBz 未処置と比較して TGBz処置により有意に減少




Figure 27 Effect of TGBz to extracellular PGE2 and PGE2 production induced by LPS from 
RAW264 cells. 
Effect of LPS activation for 4, 8, and 12 hours on extracellular PGE2 (A) and total cellular amount of 
PGE2 and PGEMs (B) in RAW264 cells in the absence (filled symbols) or presence (open symbols) 
of 25 µM TGBz. Each result represents the mean ± S.E.M. (n = 10-12). Student’s t-test was used for 





RAW264 細胞の細胞内外 PGE2分布に対する Oatp2a1 の寄与を評価するため、PGE2と
PGEMsの総量で細胞外 PGE2量および細胞内 PGE2量を除して、細胞外 PGE2比、細胞内 PGE2
比を算出した。さらに、PGE2代謝に対するOatp2a1の寄与を見積もるために、PGE2と PGEMs
の総量で総 PGEMs量を除して、総 PGEMs比を算出した。その結果、TGBz処置 RAW264
細胞における総 PGEMs比は、4、8、12時間において 41%、37%、41%となり、未処置の 18%、
18%、19%と比較して有意に増加した（Figure 28A）。一方、TGBz処置 RAW264細胞におけ
る細胞外 PGE2比は、4、8、12時間において 55%、43%、34%となり、未処置の 67%、68%、
66%と比較して有意に減少した（Figure 28B）。細胞内 PGE2比は、4、12時間において未処
置と比較して TGBz処置により有意な差がみられた（Figure 28C）。以上の結果から、腹腔 Mφ




Figure 28 Effect of TGBz to metabolism and disposition of PGE2 induced by LPS from 
RAW264 cells. 
Effect of LPS activation for 4, 8, and 12 hours on metabolism (A), extracellular disposition of PGE2 
(B) and intracellular disposition of PGE2 (C) in RAW264 cells in the absence (filled symbols) or 
presence (open symbols) of 25 µM TGBz. Each result represents the mean ± S.E.M. (n = 10-12). 





PGE2分泌に対する OATP2A1の影響において、PGEMsを検出するために LPS 処置 4時
間以降で評価を行った結果、Oatp2a1の細胞外 PGE2分泌への関与が示唆された（Figure 28）。
PGE2分泌の初期段階においても Oatp2a1は PGE2分泌に寄与するかを評価するため、PGE2
を検出できるまで上昇させる目的で 10 µM AA 処置し、1 µg/mL LPS 処置 10分後の WTと
Slco2a1-/-マウス由来腹腔Mφ の細胞内外の PGE2量を測定した。細胞内外の総 PGE2量で細
胞外 PGE2量を除して、総 PGE2量に対する細胞外 PGE2比を算出した結果、細胞外 PGE2比
は、Slco2a1-/-マウス由来腹腔 Mφは 63%でありWT マウスの 70%と比較して有意に減少し
た（Figure 29）。したがって、Oatp2a1 は腹腔Mφからの PGE2分泌の初期段階においても分
泌に寄与することが示された。 
 
Figure 29 Effect of Slco2a1 deletion to extracellular disposition of PGE2 induced by LPS 
from peritoneal Mφs. 
Effect of LPS activation for 10 min on extracellular disposition of PGE2 in 10 µM AA-treared 
peritoneal Mφs derived from WT (closed column) and Slco2a1-/- (open column) mice. Each result 





胞は AA 非存在下で十分 PGE2を検出できることから、PGE2分泌の初期段階においても
Oatp2a1 は PGE2分泌に寄与するかを評価するため、1 µg/mL LPS 処置 10分後の TGBz処置
と未処置 RAW264細胞の細胞内外の PGE2量を測定した。細胞内外の総 PGE2量で細胞外
PGE2量を除して、総 PGE2量に対する細胞外 PGE2比を算出した結果、TGBz処置における
細胞外 PGE2比は 23%であり、TGBz 未処置の 50%と比較して有意に減少した（Figure 30）。
以上の結果から、腹腔Mφ および RAW264細胞において Oatp2a1は LPS刺激初期の PGE2
分泌に関わることが示された。 
 
Figure 30 Effect of TGBz to extracellular disposition of PGE2 induced by LPS from RAW264 
cells. 
Effect of LPS activation for 10 min on extracellular disposition of PGE2 in RAW264 cells in the 
absence (closed column) or presence (open column) of 25 µM TGBz. Each result represents the 






本章ではMφ の炎症性刺激による PGE2分泌および代謝における細胞内 OATP2A1 の役割
を検討することを目的に、Slco2a1-/-マウス由来の腹腔 Mφ または OATP2A1阻害剤 TGBz 処
置 RAW264細胞における LPS 刺激後の細胞内外 PGE2と PGEMs（15-keto PGE2、13, 
14-dihydro-15-keto PGE2、および 13, 14-dihydro-15-keto PGA2）を LC-MS/MSで測定して評価
した。PGE2の分泌過程において、代謝酵素による PGE2の不活性化における OATP2A1 の関
与を評価することを目的に、細胞外から取込まれる過程として d4-PGE2を RAW264 細胞に
添加して、産生される d4-PGEMsおよび内因性 PGEMsを OATP2A1阻害剤の存在・非存在
下で比較した（Table 3）。TGBz処置により細胞内外の総 PGEMs量の Endo/Exo 比はコント
ロールと比較して有意に増加したことから、分泌過程における PGE2の不活性化にOATP2A1
が関与することが示唆された。 
LPS 刺激によるMφ からの PGE2分泌および代謝に対するの寄与を評価するため、まず
WTと Slco2a1-/-マウス由来腹腔 Mφで PGE2産生能自体に変化がないか検討した。PGE2産生
試験の結果、WTマウスと比較して Slco2a1-/-マウス由来腹腔 Mφにおいて PGE2産生速度の
有意な上昇がみられた（Figure 24）。したがって、Oatp2a1 の機能が抑制されることで PGE2
産生が促進することが示唆された。 
そこで、Mφの細胞内外PGE2分布に対するOatp2a1の寄与を評価するため、PGE2とPGEMs
の総量（産生された PGE2量）で細胞外 PGE2量を除して、細胞外 PGE2比を算出した（Figure 
26、28）。さらに、PGE2代謝に対する Oatp2a1 の寄与を見積もるために、PGE2と PGEMs
の総量で総 PGEMs 量を除して、PGEMs 比を算出した。PGEMs を検出できる時間として、
1 µg/mL LPS 処置 4時間以降の 4、8、12時間で検討を行った。その結果、Slco2a1-/-マウス




おける総 PGEMs比も、4、8、12時間において 41%、37%、41%となり、未処置の 18%、18%、
19%と比較して有意に増加した（Figure 28A）。一方、TGBz 処置 RAW264細胞における細胞
外 PGE2比は、55%、43%、34%となり、未処置の 67%、68%、66%と比較して有意に減少し









1 µg/mL LPS 処置 10分後の細胞内外の PGE2量を測定した。腹腔Mφ および RAW264 細胞
において OATP2A1 活性を抑制した際、PGE2と PGEMsの総量に対する細胞外 PGE2比の減
少がみられたことから（Figure 29、30）、Mφ の PGE2分泌の初期段階においても Oatp2a1は
PGE2分泌に関与することが示された。 
LPS を 4、8、12時間処置した際の PGE2と PGEMsの総量に関して、Slco2a1-/-マウス由来
腹腔Mφ または TGBz 処置 RAW264細胞においてWTマウスまたは TGBz未処置群と比較
して総量の減少がみられた（Figure 25、29）。この要因として、以下の点が挙げられる。PGE2
は EP に作用することで COX-2の発現を誘導し、その結果として PGE2の合成が上昇するこ
とが報告されている(25)。Oatp2a1 機能抑制によりこのポジティブフィードバック機構が抑
制されることで、LPS 処置 4、8、12時間後においては、WTマウス由来腹腔Mφ および TGBz




る。PGE2および 13, 14-dihydro-15-keto PGE2は肝臓においてβあるいはω酸化を受けること
(99, 100)、13, 14-dihydro-15-keto PGE2は血漿中で 8-iso-13,14-dihydro-15-keto PGE2に変換され
ること(101)、13, 14-dihydro-15-keto PGA2はアルブミン存在下または pH 7以上の溶液中で
bicyclo PGE2になることが報告されている(100, 102)。しかし、Mφ 内 PGE2代謝については、
脱水素酵素 15-PGDH による不活性化が一般的に支持されており、それ以外の代謝物の生成
に関する情報はない。 
第一章と第二章での検討において、LPS および EPA-E 処置および高週齢 Slco2a1-/-マウス





















PGE2は、細胞内でω-6 系脂肪酸 AAから COX-2および PGESを介して産生され細胞外で
EP に作用し、炎症や免疫応答を媒介する。PGE2輸送体の OATP2A1/SLCO2A1 は全身の組織
に広く発現し、PGE2を細胞内に取込み、細胞質の代謝酵素による PGE2の不活性化を促進
する。一方当研究室では、Mφにおいては OATP2A1 が細胞内コンパートメント に発現し、
PGE2の細胞外への分泌に関与することを示した。したがって、PGE2の生理作用に対する
OATP2A1 の生理的役割を解明するためには、細胞あるいは組織ごとに OATP2A1の発現と
PGE2動態を関連付ける必要がある。そこで、本研究では、炎症時 AA 由来 PGE2と同時にω
-3 系脂肪酸のエイコサペンタエン酸から産生される PGE3が抗 PGE2作用を有することに着
目し、生体内の PGE2および PGE3分布や PGE2の作用における OATP2A1の役割について検
討した。さらに、Mφが多く存在する脾臓において Slco2a1-/-マウスの組織 PGE2および PGE2
量がWTマウスと比べて低下したため、脾臓における Mφからの PGE2分泌に寄与する
OATP2A1 の生理的役割を検証した。 




PGE2輸送に対する PGE3の IC50値は 0.590 µMであり、LPSおよび EPA-E を処置したWTマ
ウスの肺の PGE3濃度は 0.009 µM、脾臓の PGE3濃度は 0.8 µMであったことから、脾臓にお





























Mφ と OATP2A1阻害剤（TGBz）処置 RAW264 細胞を用いた検討により、Mφの Oatp2a1活
性を抑制した時、PGE2と代謝物の総量に対する細胞外 PGE2比の減少、総代謝物比の増加




胞内 OATP2A1 は PGE2の分泌を通じて PGE2代謝の抑制に作用することが新たな機能とし
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